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摘要 :对 北 雁 荡 山 .中 雁荡 山南 雁荡 山西 雁荡 山 和 东 雁 荡 山 等 广阔 区 域内 的 叶 栖 酵母 菌 资 源 进行 考察 , 旨 在 弄 清 雁荡 山 山 肪 
叶 栖 酵母 菌 资源 和 多 样 性 。 采 用 PDA 平板 对 雁荡 山地 区 的 叶 栖 酵母 菌 资 源 进行 分 离 和 纯化 ,根据 酵母 菌 培 养 物 268 rDNA D1/ 
D2 序列 和 系统 发 育 关 系 明 确 酵母 菌 的 分 类 地 位 ,分 析 该 地 区 叶 栖 酵母 菌 群落 的 多 样 性 ` 组 成 和 分 布 情况 。 结 果 发 现 ,分 离 自 雁 
荡 山 山脉 的 1118 株 叶 栖 酵 母 菌 可 以 被 鉴定 为 56 个 已 知 类 群 和 19 个 疑似 新 种 ,其 中 38 .种 酵母 菌 在 该 地 区 比较 常见 。 常 见 的 
酵母 菌 类 群 中 ,包括 Derxomyces 属 5 种 , Sporobolomyces 属 3 f, Bannoa , Bulleribasidium , Rhodosporidiobolus , Symmetrospora , 


Taphrina ,Tilletiopsi 和 Udeniomyces J& 4% 2 Fh , Bullera , Coniochaeta., Coniosporium Cryptococcus , Elsinoe , Erythrobasidium , Fellozyma , 
Golubevia ,Kockovaella „Kondoa ,Leucosporidium ,Moesziomyces , Oberwinklerozyma ,Phyllozyma , Ruinenia 和 Saitozyma 属 各 1 种。 根据 常 
见 酵母 菌 类 群 的 相对 频率 ,在 该 地 区 分 离 到 的 叶 栖 酵母 菌 中 Derxomyces mrakii 具有 明显 分 布 优势 ,并 探讨 了 Derxomyces mrakii 
PRA] 26S rDNA D1/D2 序列 的 稳定 性 和 变异 幅度 根据 雁荡 山地 区 常见 叶 栖 酵母 菌 组 成 和 相似 程度 , 可 以 推测 地 理 上 相近 地 
区 的 酵母 菌 物种 分 布 有 具有 更 大 相似 性 。 基 于 座 落 山 山 脉 常 死 叶 栖 醇 母 菌 种 类 和 数量 而 绘制 出 的 物种 累积 曲线 ,证 明 座 荡 山 地 
区 绝 大 多 数 的 叶 栖 醇 母 菌 种 类 已 经 被 分 离 到 ,研究 结果 可 以 真实 反映 该 地 区 叶 栖 酵母 菌 资源 和 物种 多 样 性 的 存在 状况 。 
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cultures, and then the composition, distribution, and diversity of the phyllosphere yeasts were analyzed in detail. In total, 
1118 phyllosphere yeasts were isolated from the Yandang Mountains and identified as 56 known groups and 19 proposed new 
species, among which 38 groups were common. The common yeast species were widely distributed among 25 genera. Of 
these, the Derxomyces consisted of five species, the Sporobolomyces consisted of three species, the Bannoa, 
Bulleribasidium , Rhodosporidiobolus, Symmetrospora, Taphrina, Tilletiopsis, and Udeniomyces each consisted of two 
species, whereas the Bullera, Coniochaeta , Coniosporium , Cryptococcus, Elsinoe , Erythrobasidium , Fellozyma , Golubevia , 
Kockovaella , Kondoa, Leucosporidium , Moesziomyces, Oberwinklerozyma , Phyllozyma, Ruinenia, and Saitozyma each 
consisted of one species. According to the relative frequency of the common groups, Derxomyces mrakii had an obvious 
distribution dominance. At the same time, the stability and variation range of the 26S rDNA D1/D2 sequence among the 
different strains of D. mraki were discussed. Based on a comparison of the composition and similarity of. common 
phyllosphere yeasts in the Yandang Mountains, it can be speculated that the distribution of. yeast species within 
geographically close regions might have more similarities. The majority of the phyllosphere yeasts in Yandang Mountains 
were isolated through analyzing the species accumulation curves based on the species and numbers of common phyllosphere 


yeasts. Therefore, this study reflects resources and species diversity of the phyllosphere yeasts from the Yandang Mountains. 


Key Words: yeast; diversity; Yandang Mountain; 26S rDNA D1/D2 


WERE pal ET ASANTE WI 2S A], HES ER DIF EL BF FR UETTJUTE 9X7. EE SR UT Be I 
成 子 实体 的 单 细胞 真菌 …。 在 植物 ER KK .海水 等 生境 中 广泛 分 布 着 各 类 酵母 菌 , 与 人 类 生活 关系 密 
切 “。 基 于 酵母 菌 在 工业 农业 、 医 学、 食品 等 行业 和 基础 研究 ,生态 功能 等 领域 的 重要 作用 " ,考察 和 分 离 
各 种 生境 中 存在 的 酵母 菌 资源 是 生物 技术 发 展 的 重要 基础 ,所 以 特定 生境 内 酵母 菌 类 群 的 分 布 情况 一 直 
受到 广泛 关注 。 对 于 酒 类 酿造 ”传统 食品 发 办 \ 水 环境 ， 土壤 “植物 表面 ARU 和 串 
Ab ”极端 环境 ”及 其 他 生境 ” 中 酵母 菌 资源 的 研究 成 果 也 充分 说 明 , 自 然 界 中 还 有 大 量 的 酵母 菌 种 类 
BFR, 

雁荡 山 山 脉 位 于 浙江 省 东南 部 ;绵延 数 百 公里 ,按照 地 理 位 置 可 以 分 为 北 雁 荡 山 HEURE SZ LL RE LU P 
ME U CEHE) 、 东 雁荡 山 ( 洞 头 半 屏山 ) AAR RUE y ,适合 酵母 瑚 栖 县 楷 殖 ,但 是 迄今 对 该 地 区 野生 酵母 天 
资源 研究 未 见报 道 。 我 们 采用 经 典 的 酵母 阔 分 离 培养 方法 和 现代 酵 母 阔 分 子 鉴 定 技 术 , 对 有 肉 荡 山 山脉 广阔 区 
域内 的 叶 栖 酵母 冰 资 源 进 行 考察 , 则 在 弄 清 该 地 区 叶 栖 酵母 落 群 落 的 多 样 性 组 成 和 结构 ,发现 特 殊 酵 母 落 类 
群 以 进一步 丰 宦 我 国 醉 母 阔 资 源 库 。 


1 材料 与 方法 


1.1 采样 地 点 

研究 范 于 集中 在 浙江 省 东南 部 雁荡 山地 区 ,包括 北 雁 荡 山 .中 雁荡 山南 雁荡 山西 雁 荡 山 ( 泽 雅 ) . 东 砍 
沪 山 ( 洞 头 半 屏 山 ) ,该 地 区 属 亚热带 海洋 性 气候 ,雨量 充沛 气候 温暖 ,年 平均 气温 13.5*C ,年 平均 降雨 量 
1935.6 mm ,年 平均 无 霜 期 269 do 
WR KENTE 

在 2015—2016 年 间 , A JE% VU LL POR SE REA AER IT A AATA A ESSN, JS Paes In Sz d 2 EA 
BEP eS ZW, KELER a ER a .周围 环境 EAA SIE TE aK 
1.3 酵母 菌 分 离 

参照 Nakase 和 Takashima 方法 进行。 将 采集 的 半 枯 叶片 ,用 凡士林 粘贴 在 PDA. 平板 的 严 盖 内 侧 , 在 
20°C 下 正 置 恒温 培养 7 d, 期 间 每 天 更 换 新 鲜 培 养 基 。 更 换 下 的 PDA 平板 在 20%C FEE Fe BTL ABT 
成 , 挑 取 形 态 不 同 的 酵母 菌 菌落 进行 平板 划 线 , 即 可 获得 叶 栖 酵母 菌 的 纯 培 养 。 


http ://www.ecologica.cn 


3922 生 A 学 R 38 & 


1.4 HER DNA 提取 

挑 取 少 量 在 PDA 斜面 上 生长 旺盛 的 幼 龄 酵母 菌 菌 体 进行 DNA. 微量 提取 ,参照 Makimura 方法 完成。 
1.5 酵母 菌 26S rDNA DI/D2 区 PCR PI% 

参考 Kurtzman 和 Robnett 77 1&7 ,采用 引物 NLA ( 5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG- 3') 和 NLI ( 5"- 
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG- 3’) XI TK 26S rDNA DI/D2 进行 扩 增 ,按照 反应 条 件 94% 1 min, 52°C 
1 min,72° 1 min HI% 30 个 循环 。 本 研究 中 引物 NLA 和 NLI1 的 合成 由 生 工 生物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公 司 完 
成 ,北京 六 合 华 大 基因 科技 有 限 公 司 对 扩 增 产物 进行 测序 。 
1.6 序列 分 析 

将 测 得 酵母 菌 26S rDNA D1/D2 序列 在 GenBank 核酸 序列 数据 库 中 进行 同 源 序列 搜索 ( BLAST search), 
比较 实验 菌株 与 已 知 菌株 序列 的 相似 程度 。 采 用 Clustal X 软件 比 对 相应 模式 菌株 序列 与 实验 菌株 26S rDNA 
D1/D2 序列 的 碱 基 差异 ” 。 通 过 MEGAS 软件 和 Neighbor-Joining 方法 ,构建 分 子 系统 树 以 明确 相关 酵母 菌 
的 分 类 地 位 ”3。 根 据 系统 树 上 标注 的 序列 号 (accession numbers ) ,可 以 从 GeneBank 下 载 相 关 菌 株 26S 
rDNA D1/D2 参考 序列 。 
1.7 数据 分 析 

相对 频率 (Relative frequency, RF) 是 指 某 雁荡 山地 区 分 离 到 的 某 种 叶 栖 酵母 落 吉 该 地 区 叶 栖 酵母 菌 总 菌 
株数 的 百分数 , 蔡 三 1% 则 属于 常见 种 类 。 

根据 以 下 Shannon-Weiner 公式 计算 多 样 性 指数 ( Diversity index, HY ; 式 中 有 是 指 鹰 荡 山 某 地 区 分 离 到 的 
常见 叶 栖 酵母 菌 种 类 的 总 数 , 忆 是 指 某 种 叶柄 酵母 菌 的 菌株 数量 频 该 地 区 叶 栖 酵母 菌 全 部 菌株 数 的 百分数 。 


k 
H' =- Wex ISP. 
i=l 


EJE (Richness, R) , eth Aff 325 LL t Kp 8 8] ES] i AG EET EPER 

相似 性 系数 (Similarity coefficients, Cs) ,根据 Sorenson AAA TVET ITE. , Cs 2 2j/ (a+b) , 式 中 7 是 指 雁 荡 
山 山脉 两 个 地 区 之 间 都 可 以 分 离 到 的 常见 叶 栖 酵母 菌 种 类 数 ,a 是 指 雁 荡 山 山脉 一 个 地 区 可 以 分 离 到 的 常见 
HY Ape REA ISS C, b 是 指 座 荡 山 山脉 另 一 个 地 区 可 以 分 离 到 的 稼 见 叶 栖 酵 母 丽 种 类 数 。 

采用 bootstrap 指数 获得 期 望 物种 丰富 度 (S$) ,在 如 下 计算 公式 中 $, 代 表 雁 荡 山 某 地 区 分 离 到 的 常见 叶 栖 
酵母 菌 种 类 数 , 忆 代 表 某 种 叶 栖 酵母 亢 的 菌株 数 占 该 地 区 叶 栖 酵母 菌 全 部 菌株 数 的 百分数 ,mm 是 指 全 部 样本 
数量 。 借 助 Estimates 软件 完成 分 析 和 计算 ,通过 Excel 绘制 座 荡 山 山 脉 叶 栖 酵母 菌 的 物种 累积 曲线 ( Species 


accumulation curves ) 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 HEW 1i okn a BEA BY IS EE 

SATE LE, PE VUL RSE ae LL PERE 8 LL APA E pL a Sel AE BU ARN ERT A ERA 30、32、30、31 和 
30 份 ,分 离 获得 酵母 菌 144 209 257 337 PRA 171 PR, ARE 1118 株 酵 母 菌 26S rDNA D1/D2 序列 在 GenBank 
核酸 序列 数据 库 中 同 源 序 列 的 搜索 (BLAST search) 结果 ,采用 Clustal X 软件 将 相应 模式 菌株 与 实验 菌株 268 
rDNA D1/D2 序列 进行 比较 分 析 并 选择 典型 菌株 绘制 分 子 系统 树 ,其 中 1072 “Pal PRG A BES PA PE 268 
rDNA D1/D2 序列 相似 性 在 99% 以 上 ,被 鉴定 为 37 属 56 种 (图 1)。 
2.2 ” 鹰 荡 山 山脉 叶 栖 酵母 阔 的 疑似 新 种 

在 鹰 荡 山 山脉 分 离 得 到 1118 个 叶 栖 酵母 菌株 中 ,有 46 P WIR 26S rDNA DI/D2 序列 较为 特殊 ,与 最 近 绿 
的 已 知 种 类 26S rDNA DI/D2 序列 均 存在 1% 以 上 的 碱 基 差 异 , 根 据 目 前 国际 酵母 菌 分 类 标准 ”疑似 属于 
新 的 酵母 菌 类 群 。 其 中 ,分 离 自 北 座 荡 山 共 有 23 株 .中 雁荡 山 7 株 、 南座 沪 山 10 株 、 西 有 雁荡 山 2 株 和 东 座 荡 
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96 | Sporobolomyces camicolorAY070008 


S0412 
64 ||; Sporobolomyces pararoseus AF189978 


S3062 
100| |93 — Sporobolomyces koalae EU276011 


$0522 
99, Sporobolomyces phaffii AY070011 
S0211 
100, Leucosporidium intermedium AF189889 
59 W0521 
(a0 99, Rhodosporidiobolus odoratus AF387125 


E1242 
99 99 , Rhodosporidiobllus ficis KY 109744 


$2541 
100 Fellozyma inositophila AF 189987 
W1661 
100, Oberwinklerozyma yarrowii AF189971 
S0741 
94 - Rhodotorula sp. EF450540 
W2761 


96 
99 - Rhodotorula sp. EU678935 
M0121 
76— Colacogloea falcate KY106942 
S1012 
100 Ruinenia pyrrosiae AB124562 
83 E2212 
100 | Phyllozyma productus AB638334 
93 100 E2411 
100 Phyllozyma corallina AB638335 
$1311 


52 _ Symmetrospora sp. KJ701223 


60 S1842 
99[ [2r N1951 
Symmetrospora gracilis AF189985 
100) Symmetrospora coprosmae KY 109807 
100 E1222 
100 — Microsporomyces magnisporus AB726625 
E1822 
92 100, Bonna ogasawarensis KY106155 
92 N2722 
97 — Bonna hahajimensis AB082571 
65 E0932 
Pa Erythrobasidium sp. KM527115 


E2911 
100 | Erythrobasidium hasegawianum AF189899 
M2232 
100 | Ceraceosorus africanus KP413039 
E0711 
54 100  Moesziomyces aphidis AJ235303 
E1361 
100 Exobasidium symploci-japonicae AF487397 
50 $2962 
100) Meira nashicola AB185157 


N2661 
90, Gjaerumia minor AJ235286 
100| M2041 
Tilletiopsis sp. AF459717 
51 90! $0812 
100 TORS washingtonensis AJ235278 


EO. 
100, Golubevia pallescens AJ235329 
$2511 
0) Microstroma phylloplanum AF 190004 
88 $2911 
100 | Jaminaea angkorensis KY 107895 
M3151 
73; S0551 
Derxomyces qinlingensis EU517060 
E0111 
79 Derxomyces mrakii KY107621 
84 [95r W0713 
Derxomyces boekhoutii KY 107617 
93 | L00- N2662 
Derxomyces pseudoschimicola KY 107625 
100, N1041 
Derxomyces bambusicola HQ890376 
100, M0512 
Dioszegia zsoltii AF544245 
100 - WISGI- 


69 Hannaella surugaensis KY 107792 
100, E0162 
Hannaella sinensis AF189884 
100 | S2461 
Nielozyma formosana KY 108665 
100, wo671 
Cryptococcus sp. HQ890367 
100 M2551 
82 Bullera alba KY 106263 
64 100, N0811 
Papiliotrema aurea KY108728 
100r- Kockovaella mexicanus AJ627906 
$0312 
70 Ly Kockovaella vietnamensis AB292851 
93 S0362 
100, S0471 
83 Takashimella formosensis AY787858 
100 ° Bullerib idium foliicola KY 106250 0.02 
ulleribasidium foliicola : 
100, E0522 i —— 


Bulleribasidium variabile AF189855 


80 


53 100- W1212 
50 Piskurozyma cylindricus AF 181534 
100) E2261 
Naganishia albida AF075474 
58 95,S0641 
100[ ! Udeniomyces megalosporus KY 109982 
S0121 
95' Udeniomyces pyricola AF075507 
100r N0114 
100 Coniochaeta velutina KF428798 
100; W2141 
Myriangium sp. JX280389 


图 1 Æ F 26S rDNA D1/D2 序列 构建 雁荡 山 山脉 典型 酵母 菌株 与 近 缘 种 间 的 系统 进化 树 
Fig.1 The phylogenetic tree based on 26S rDNA D1/D2 sequences, showing the relationships among representative strains and their 


close relatives 


编号 中 EE.S、W、N 和 M 分 别 表示 该 菌株 分 离 自 东 雁 荡 山 .南座 荡 山 PL 北 座 荡 山 和 中 雁荡 山 
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38 45 


山 4 株 。 通 过 Clustal X FAF RH E TR WEN VSUPR ECOGE , L5 3 3€ PRLEEEE 4 属 5 种 和 担子 阔 酵 母 9 属 14 种 


CR 1), 
表 1 疑似 新 种 与 最 近 缘 已 知 酵母 菌 模式 种 26S rDNA DI/D2 序列 比较 
Table 1 The 26S rDNA D1/D2 sequence identities of the proposed new yeast species with their close relatives 
最 近 缘 模式 种 
BE a” T 纬度 和 经 度 
PU 菌株 (序列 号 ) 与 相似 性 /% 宿主 植物 epe: 地 点 
Proposed new . j ; Latitude and i 
f Strains Closest relatives ( accession number) Hosts i Sites 
species ; à longitude 
and sequence identity 
T AIE} Ascomycetous taxa 
C. paarla 28?6'56" e 
h : M2212 : D iphyll i 
Collophora sp ( GQ154611) 95.85 aphniphyllum oldhami 12095228" 中 雁荡 
ee 28?6'44" 
M2421 Rubus chingii 120°52'18” 
C. apollinis 28?21'42" T 
i j : .94 is sp. jd 
Coniosporium sp N0112 ( NG042587) 90.9 Cyclobalanopsis sp 1219410" 北 座 荡 
28^ p2'8" 
N1412 Cunninghamia lanceolata 2155/37" 
28 22'12^ 
N1211 90.65 Shrub sp. 1212543" 
l 28°6'42” TT 
M2511 91.13 Lindera reflexa 12052" 18" 中 雁荡 
E. eucalypticola 28?21'42" "m 
j ; 11 2.87 A : F 
Elsinoe sp N05 ( DQ923530) 92.8 ceraceae sp 12194^10" 北 座 荡 
28°22'5" 
N2911 Cunninghamia lanceolata 121°5'21" 
T. padi 28?21'42" PUT 
j all 111 -1 IS Sp. ji 
Taphrina sp NO ( AF492048) 98.18 Cyclobalanopsis sp 12194" 10" JEW 
N0512 A 28?21'42" 
ceraceae sp. 1219410" 
N0513 
. 28°22'8" 
N1421 Cunninghamia lanceolata 121°5'37" 
N1431 
N1432 
N1811 Il n 
To us 1215531" 
N1812 
: 28°6'30" on 
M3111 Cinnamomum camphora 12095213" 中 雁荡 
. 28?6'48" 
M1411 Symplocos stellaris 120°52'13" 
M1412 
T. padi 28?21'48" ae 
Taphrina sp.2 N0721 Ansonia) 97.95 Cryptomeria fortunet 121°3'57" JEW 
N0722 
担子 菌 酵 母 Basidiomycetous taxa 
。 Vg b. foliicola : ^ 27?49'52" R 
Bulleribasidium sp.1 E1541 ( KY106250) 98.06 Rhus chinensis 219711" ARE 
B. setari 28°2'13” = 
Bulleribasidium sp.2 W2742 ( ib. 3) 97.08 Rhododendron mariesii 120922^18" 西 座 荡 
C. vrieseae 28?22'5" dE 
‘ 11 MI Li : T 
Carlosrosaea sp N30 ( KP691955) 96.79 igustrum sp 12195721" JEW 
C. fush i 2] 523523" es 
Chrysozyma sp.1 S0711 ( pisse 98.06 Loropetalum chinensis 1209 16/18" 南座 荡 
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最 近 缘 模式 种 
疑似 于 a ror 纬度 和 经 度 
eel BUE (序列 号 ) 与 相似 性 /% 宿主 植物 ENSE Ji 
Proposed new . : . Latitude and . 
i Strains Closest relatives ( accession number) Hosts à Sites 
species i longitude 
and sequence identity 
S0731 
C. gri 21735 33" N 
Chrysozyma sp.2 80712 ( ee 97.35 Loropetalum chinensis 120° 1618” 南 雁荡 
C. falcate 27°35'58" ER 
: .l boti x 
Colacogloea sp.1 S1011 ( KY106942) 96.18 Cibotium barometz 120° 16/22" 南 雁 荡 
C. foliorum 28?21'47" ud 
: .1 j j ti 
Colacogloea sp.2 N0921 ( KY106943) 96.15 Cryptomeria fortunei 12193'59" IHE 
C. eucalyptica 28972" T" 
: 7.11 hi ay 
Colacogloea sp.3 N2121 ( EU075184) 9 Schima superba 1219526" JENEY 
D. simaoensis 27°36'6" Tm 
: 7.2 inensi. jd 
Derxomyces sp 50372 ( KY107627) 97.28 Sloanea sinensis 12091614" 南座 荡 
a 24°85 374 
51412 Elaeocarpus decipiens 120° 16'22" 
F. inositophila 28 22'5" T 
; al Li 3 jd 
Fellozyma sp N3051 ( KY107699) 93.19 igustrum sp 12195721" 北 座 荡 
: 27°35'56” 
S0952 93.01 Phoebe chekiangensis 120°16'20" 南 雁荡 
K. barringtoniae 27°36'4" a 
: .04 lia olei, jd 
Kockovaella sp S0541 ( AB292854) 98.0 Camellia oleifera 120°16'11” 南 雁 荡 
Kondoa sp.1 Mee ee 96.10. Rosa laevigat ? 中 雁荡 
ondoa. sp. ( AF189904) i osa laevigata i Ñ 
— 27°49'52” v 
E1511 Rhus chinensis 1212711" AK ME 
, 2775053" 
E2111 Hovenia acerba 12107713” 
E2711 Fi bd 
icus erecta 121°7'16" 
K. myxariophila TER 27°35'58” TA 
: 7.37 jj 
Kondoa sp.2 51322 ( AF189904) 97.3 Syzygium jambos 120° 12/23" 南 雁荡 
213537 
51312 Euonymus carnosus 120°16'22" 
S. flavus 2822 11" ut 
: l; Adi l jd 
Saitozyma sp W0951 ( AF075497) 91.83 ina rubella 120°22'20" Pu Ea 
: . 28?21'47" E 
N0931 Cryptomeria fortunei 12193'59" 北 座 荡 
N0941 
N0961 
N0991 


2.3， 礁 沪 山 山脉 叶 栖 酵母 画 的 分 布 特征 


从 雁荡 山 山 脉 分 离 到 的 1118 株 叶 柄 酵母 菌 被 鉴定 为 37 属 56 种 已 知 种 类 和 13 属 19 种 疑似 新 种 (图 1 


和 表 1), 。 其 中 ,在 东 雁 荡 山 有 12 种 常见 类 群 , 占 该 地 区 叶 栖 酵母 菌 的 95.496 ; 在 南座 荡 山 有 14 种 常见 类 和 群 ， 
占 该 地 区 叶 栖 酵母 菌 的 86.8% ; E VUE TZ LUA 9 种 常见 类 群 , 占 该 地 区 叶 栖 酵母 菌 的 94.4% ;在 北 雁 荡 山 有 14 


种 贡 见 类 群 , 占 该 地 区 叶 栖 酵母 两 的 93.3% ;中 雁 沪 山 分 离 到 13 PY RUBRA , 占 该 地 区 叶 栖 酵母 菌 的 94%( 表 
2) 。 雁 荡 山 山脉 常见 的 叶 栖 酵母 菌 种 类 中 ,只 有 Derxomyces mrakii 和 Derxomyces pseudoschimicola 两 种 酵母 菌 
FEAR ME a LL PRE ae LL 南座 荡 山 . 北 雁 荡 山 .中 雁荡 山 都 可 以 分 离 到 ; 除 北 雁荡 山 的 优势 酵母 为 Derxomyces 
pseudoschimicola 之 外 ,其 他 地 区 分 离 到 的 叶柄 酵母 菌 中 Derxomyces mrakii 均 表 现 出 明显 的 分 布 优势 ;特别 是 在 


A MEW LI ,Derxomyces mra 丰 在 该 地 区 稼 见 叶 栖 酵 母 菌 中 的 相对 频率 可 以 达到 55$% (R2), 
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表 2 雁荡 山 山 脉 常见 叶 栖 酵 母 菌 的 相对 频率 /% 
Table 2 The relative frequency (RF) of the commonly wild yeasts from the Yandang Mountain area (?6, RF=1%) 


分 类 单元 AK ME 南 雁 荡 Vü EG 北 雁 荡 中 雁荡 
Taxon East South West North Middle 


Bannoa hahajimensis 11.7 

Bannoa ogasawarensis 6.4 3.1 17.4 1.4 
Bullera alba 1.4 
Bulleribasidium foliicola 1:2 

Bulleribasidium variabile 3.9 

Coniochaeta velutina 1.4 

Coniosporium sp. 2.1 

Cryptococcus sp. 1.9 

Derxomyces bambusicola 1.4 

Derxomyces boekhoutii 3.3 

Derxomyces mrakii 55.0 43.6 36.8 13.9 41.6 
Derxomyces pseudoschimicola 1.2 5.4 6.2 37.5 9.1 
Derxomyces qinlingensis 1:2 12 

Elsinoe sp. 1.4 

Erythrobasidium hasegawianum 1.4 
Fellozyma inositophila 3.0 

Golubevia pallescens 1.4 

Kockovaella mexicanus 1.6 

Kondoa sp.1 1.8 

Leucosporidium intermedium 2. 

Moesziomyces aphidis 1.8 

Oberwinklerozyma yarrowii 1:2 

Phyllozyma productus 1.8 

Rhodosporidiobolus ficis 1.2 

Rhodosporidiobolus odoratus 2.3 1.4 
Ruinenia pyrrosiae 2.3 

Saitozyma sp. 2.9 

Sporobolomyces carnicolor 2d 1.9 
Sporobolomyces pararoseus 4.2 6.7 
Sporobolomyces phaffii 4.7 5.6 1.4 
Symmetrospora coprosmae 1.8 1.4 4.3 
Symmetrospora gracilis 1.4 

Taphrina sp.1 5.6 1.4 
Taphrina sp.2 1.4 

Tilletiopsis sp. 1.9 

Tilletiopsis washingtonensis 5.8 

Udeniomyces megalosporus 1.9 6.5 3.3 
Udeniomyces pyricola 15.2 29.1 18.7 
合计 95.4 86.8 94.4 93.3 94.0 

稀有 种 类 ; The rare taxa (RF < 1%); 

As MEY -East Yandang mountain; Bulleribasidium foliicola, Bulleribasidium sp.1, Ceraceosorus africanus, Erythrobasidium sp. , Hannaella sinensis , 
Microsporomyces magnisporus , Naganishia albida , Tilletiopsis sp. 

PAE % 山 South Yandang mountain; Bannoa hahajimensis, Chrysozyma sp. 1, Chrysozyma sp.2, Colacogloea falcata, Colacogloea sp. 1, 
Cystobasidiomycetes sp., Derxomyces boekhoutii, Derxomyces sp., Dioszegia zsoltii, Exobasidium symploci-japonicae, Fellozyma sp., Golubevia pallescens , 
Kockovaella sp., Kockovaella vietnamensis, Kondoa sp.2, Microsporomyces magnisporus , Microstroma phylloplanum, Nielozyma formosana, Phyllozyma 
corallina, Rhodotorula sp., Sporobolomyces koalae, Sporobolomyces pararoseus , Symmetrospora coprosmae , Takashimella formosensis. 

西 雁 荡 山 West Yandang mountain; Bannoa ogasawarensis, Bulleribasidium sp.2, Cryptococcus sp., Derxomyces bambusicola, Dioszegia zsoltii, 
Hannaella surugaensis , Myriangium sp. , Oberwinklerozyma yarrowii , Piskurozyma cylindricus, Rhodotorula sp., Saitozyma sp. 

北 雁 荡 山 North Yandang mountain; Carlosrosaea sp., Colacogloea falcate, Colacogloea sp.2, Colacogloea sp.3, Derxomyces boekhoutii, Fellozyma 
sp., Meira nashicola , Moesziomyces aphidis , Papiliotrema aurea, Sporobolomyces koalae. 

中 雁荡 山 Middle Yandang mountain: Collophora sp., Coniosporium sp., Cryptococcus sp., Derxomyces boekhoutii, Dioszegia zsoltii, Gjaerumia minor, 


Jaminaea angkorensis, Kondoa sp.1, Oberwinklerozyma yarrowii, Papiliotrema aurea, Rhodotorula sp., Tilletiopsis sp. 


多 样 性 指数 ( 矿 ) RUE BE (R) FY LIJ BEYA He De EAP PE BE PERS] ARR TEE , s RE 2 LL LLL KR Bs] DS AT 
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AE ERARA FEEFEE, We RE EET CH) OR, Ia LU > 中 雁荡 山 > 南座 荡 山 > P EE V LL 
> 东 雁 沪 山 ;根据 酵母 画 的 丰 度 值 ,也 可 以 看 出 分 离 目 北 雁 荡 山 .中 座 荡 山 和 南座 荡 山 的 叶 栖 酵母 画 种 类 相对 


HEA? (#8 3) 


RI EAL LLL CR DL a a BY Ae ERE TEL H') 和 丰 度 (R) 


Table 3 The diversity index ( 7') and richness (R) of the commonly wild yeasts from the Yandang Mountain area 


地 区 多 样 性 指数 丰 度 地 区 多 样 性 指数 FE 
Area Diversity index ( H') Richness ( R) Area Diversity index ( H') Richness (R) 
东 雁 东山 East 1.55 12 AEE LL North 14 
南座 荡 山 South 1.66 14 中 雁荡 山 Middle 13 

西 雁 荡 山 West 1.61 9 


相似 性 系数 可 以 比较 雁荡 山 山 脉 两 个 地 区 之 间 叶 栖 酵 母 效 物种 组 成 的 相似 性 程度 。 根 据 表 4 发 现 ,中 雁 
沪 山 种 见 叶 栖 酵母 画 组 成 与 东南 西北 雁荡 山 等 周边 地 区 的 相似 性 系数 较 高 ,达到 0.4—0.52.; T PA JHE Ya LL 
与 西 雁 沪 山 .中 雁荡 山 篆 见 叶 栖 酵 母 画 组 成 最 为 相近 ,相似 性 系数 达到 0.52 的 较 高 水 平 ;东西 雁荡 山 和 南 、 


北 雁 荡 山 的 叶 栖 酵母 落 种 类 的 相似 程度 则 较 低 ,相似 性 系数 分 别 为 0.19 和 10.21。 


表 4 


雁荡 山 山脉 常见 叶 栖 酵母 菌 的 相似 性 系数 


Table 4 The similarity coefficients (Cs) of the commonly wild yeasts from the Yandang Mountain area 


地 区 Area TA MEW LI South 西 雁 荡 山 West JUEZ North 中 雁荡 山 Middle 
FREY L East 0.23 0.19 0.4 

南座 荡 山 South 0.52 0.52 
PoE LL) West 0.45 

北 雁 荡 山 North 0.44 


2.4 ”有 鹰 荡 山 山 脉 叶 栖 醉 母 阔 的 序列 差异 


以 东 有 雁荡 山西 雁荡 山南 雁荡 山北 砍 荡 山 和 中 雁荡 山 都 可 以 分 离 到 的 Derxomyces mrakii 为 代表 ,对 雁 
荡 山 山脉 属于 同一 种 类 的 叶 栖 酵母 菌 物 种 资源 D1/D2 序列 进行 分 析 和 比较 。 结 果 发 现 ,分 离 自 雁荡 山 山脉 
的 广 布 种 Derxomyces mrakii 包括 13 种 基因 型 ;根据 每 种 基因 型 与 模式 菌株 CBS8288 的 DI/D2 序列 比较 结 
及 其 在 雁荡 山 不 同 地 区 分 布 的 相对 频率 ( 表 5) ,其 中 与 模式 菌株 DI/D2. 序列 完全 相同 的 基因 型 01 最 常见 ， 
在 雁荡 山 各 个 地 区 可 以 占 到 Derxomyces mrakii 菌株 的 87.4% 一 98.2%。 


RS Derxomyces mrakii 各 种 基因 型 的 相对 频率 及 其 与 模式 菌株 的 序列 差异 /% 


Table5 The relative frequency of various genotypes and sequence identities of Derxomyces mrakii 


MAA ARREST usn —— 西 雁 荡 山 CEE "5 Bis CT Has Sc 
Genetype East South West North Middle Sequence identities 

01 87.4 98.2 96 95 96.6 0 

02 BJ 1.1 1 Gr) 

03 1.1 2 (CT, C—4A) 

04 1.1 1 (TG) 

05 1.1 1 (TC) 

06 0.8 1 (C4) 

07 i 1 (CAT) 

08 0.8 1 (G—4A) 

09 0.8 1 (AG) 

10 1.8 0.8 1.1 1 CPG) 

1 5 1 CE) 

12 0.8 3 (AT, C5G, AG) 

13 6.3 2 (AG, CC) 
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2.5 MEW V LLP AA ES PEZ h PAL h k 

AE Tn Yo VU LL o DL n ER PE BE TE K E LLL, P E 
荡 山 、 南 雁荡 山 、 北 雁荡 山 和 中 雁荡 山 的 分 布 数据 ( 表 
2) ,采用 Estimates 软件 对 该 地 区 叶 栖 酵母 菌 多 样 性 进 
行 了 分 析 和 计算 ,并 绘制 出 雁荡 山 山脉 叶 栖 酵 母 阔 的 物 
种 累积 曲线 (图 2), 

根据 物种 累积 曲线 特征 和 Estimates 软件 计算 结 
果 , 其 Bootstrap 值 为 46.95 ,估计 在 本 项 研究 中 已 经 将 
雁荡 山地 区 80.9496 的 叶 栖 酵 母 菌 分 离 出 来 。 


酵母 菌 数 量 Number of yeasts 


样 地 数量 Number of sample plots 


—Ü TEES 图 2 雁荡 山 山 脉 叶 栖 酵 母 菌 的 物种 累积 曲线 
Me a Le Be 华东 地 区 的 EX 山 水 之 一 ? ll A 过 Fig.2 The species accumulation curves for the yeasts from the 


阔 、 资 源 丰 富 ,在 生物 多 样 性 研究 方面 受到 广泛 重 ^ vandang Mountain area 
视 50 。， 该 地 区 温度 湿度 等 环境 因子 适合 野生 酵母 菌 。 1: 物 种 累积 曲线 ;2 .3: 在 95% 置 信 区 间 内 物种 累积 曲线 的 下 限 与 
栖息 ,系统 、 全 面 的 研究 雁荡 山地 区 酵母 菌 资源 情况 具 EPR 95% 
有 一 定 代 表 性 。 在 野生 酵母 菌 研 究 方面 ,植物 叶 表 是 人 
们 比较 关注 的 酵母 菌 栖息 环境 ,而 且 每 年 秋季 的 成 熟 植物 叶片 上 酵母 菌 的 种 类 和 数量 最 为 丰富 。 现 
在 一 般 认 为 , 同 土壤 等 生境 相 比较 , 叶 表 可 能 更 容易 分 离 到 特 珠 种 类 的 酵母 丽 。 

目前 国际 上 通行 的 酵母 菌 鉴定 依据 主要 是 268 rRNA. 基因 DI/D2 区 域 的 序列 组 成 ”| ,种 内 不 同 菌株 之 
间 D1/D2 序列 差异 应 该 在 1% 以 内 ,如 果 株 间 该 序列 碱 基 差 异 在 1% 以 上 则 基本 可 以 判定 为 不 同 种 类 VE 
年 来 酵母 菌 分 类 系统 变化 较 大 -…” ,在 进行 雁荡 由 地 区 时 栖 酵 母 菌 的 序列 比 对 和 系统 发 育 分 析 时 ,参照 最 新 
的 酵母 菌 分 类 系统 对 鉴定 结果 进行 了 必要 的 修正 

分 离 自 雁荡 山 山脉 的 1072 株 叶 栖 醉 母 菌 , 经 过 26S rRNA 基因 D1/D2 序列 比 对 和 系统 发 育 分 析 , 属 于 56 
个 已 知 类 群 (图 1) ;另外 还 有 46 个 菌株 26S rDNA DI/D2 序列 与 已 知 种 类 差异 明显 ,根据 26S rRNA 基因 D1/ 
D2 序列 比 对 和 系统 发 育 分 析 结 采 ; 基 本 可 以 确定 这 些 阔 株 代 表 19 个 新 类 群 ( 表 1) ;尽管 有 些 阔 株 ,还 需要 详 
细 研 究 其 ITS 序列 特征 和 生理 生化 特征 < 细胞 形态 特征 培养 特征 以 进一步 证 明 其 新 种 地 位 ,但 是 疑似 新 种 比 
较 常见 的 事实 也 说 明 ,人 研究 雁荡 山地 区 时 栖 酵 母 阔 资源 具有 重要 的 理论 意义 。 

在 雁荡 山地 区 有 38 种 常见 叶 栖 酵母 菌 类 群 ( 表 2), 包 括 Derxomyces 属 5 PP, Sporobolomyces 属 3 P}, 
Bannoa ,Bulleribasidium ,Rhodosporidiobolus .Symmetrospora „Taphrina , Tilletiopsi 和 Udeniomyces 属 各 2 种 ,Bullera、 


Coniochaeta , Coniosporium , Cryptococcus , Elsinoe, Erythrobasidium , Fellozyma , Golubevia、 Kockovaella、 Kondoa , 
Leucosporidium ,Moesziomyces , Oberwinklerozyma , Phyllozyma , Ruinenia 和 Saitozyma 属 各 1 种 ,其 中 Derxomyces 
mrakii 在 该 地 区 分 离 到 的 叶 栖 酵母 菌 中 具有 明显 分 布 优 热 。Hamamoto 和 Nakase 7" 最 早 从 新 西 兰 的 三 种 植 
物 Leptospermum scoparium „Nothofagus fusca ,Pseudowintera colonata 上 分 离 到 Derxomyces mrakii 培养 物 ,并 将 其 
鉴定 为 Bullera 属 新 种 , Wang 和 Bai? fgg Derxomyces 属 时 将 其 重合 组 合 在 Derxomyces 属 中 。 在 分 析 比 较 
雁荡 山地 区 Derxomyces mrakii 的 DI/D2 序列 时 ,发现 大 量 培养 物 与 模式 酵母 的 序列 并 非 完全 一 致 , 表 现 出 一 
定 程度 的 遗传 多 样 性 ( 表 5)。 

雁荡 山 山脉 叶 栖 酵母 菌 资源 丰富 ( 表 3) ,根据 不 同 地 区 常见 叶 栖 酵母 菌 组 成 ( 表 2) 和 相似 程度 ( 表 4), 
发 现 中 雁荡 山 与 东 座 荡 山 P RE 2 LL 南座 沪 山 和 北 座 沪 山 叶 栖 醇 母 菌 相似 性 系数 达到 0.4 一 0.52 , EUH H E 
沪 山 与其 他 4 个 地 区 的 叶 栖 酵母 范 种 类 组 成 更 加 相似 ; 而 东 \ 西 雁荡 山 之 间 和 南北 雁荡 山 之 间 叶 栖 酵 母 瑚 组 
成 相似 性 系数 分 别 为 0.19 和 0.21 ,酵母 画 种 类 组 成 存在 更 大 差异 ;可 能 地 理 上 相近 地 区 的 酵母 务 物 种 分 布 具 
有 更 大 相似 性 ,这 个 推测 可 以 供 今后 野生 酵母 菌 资源 考察 工作 参考 。 
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在 生物 多 样 性 研究 领域 ,物种 累积 曲线 被 广泛 用 于 样本 量 充 分 性 的 判断 以 及 物种 丰富 程度 的 估计 ” 。 
根据 图 2 ,我 们 已 经 分 离 到 雁荡 山地 区 绝 大 多 效 的 叶 栖 酵 母 戎 种 类 ,研究 结果 可 以 真实 反映 出 该 地 区 叶 栖 酵 
母 阔 资源 和 物种 多 样 性 的 存在 状况 。 
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